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流感是全球重要的公共卫生问题之一。 流感病
毒主要分为甲、乙、丙共 3 个型别，其中乙型和丙型
只能感染人，而甲型可以感染禽类、人和猫等其他哺
乳动物。 3 个型别的流感病毒中，变异大、危害重的
主要是甲型和乙型，尤以甲型为主 [1-2]。 甲型流感病
毒可通过抗原漂移和抗原转变的方式持续发生变
异， 不仅使病毒能够轻易逃避宿主免疫系统的识别
和清除 [3]，也给疫苗研发制造了困难。 实时监测流
感，及时采取有效预防和防控措施，仍是防止流感扩
散最有效的方法[3-5]。
甲型流感病毒检测方法主要包括病毒分离培
养、免疫荧光法、传统 PCR、血清学方法和抗原快速
检测法等[6-10]。 其中抗原快速检测方法对环境、设备
要求较低，操作简单、快速，且价格低廉，已经在口岸
监测现场推广应用。但该方法灵敏度和特异性较差，
容易出现假阳性和假阴性。 其他几种方法要么对环
境、设备要求高，要么检测所需时间长，均不适用于
现场筛查工作。热对流 PCR（convective PCR，C-PCR）
是近年来发展起来的一种检测技术[11-12]，与传统PCR
相比具有操作简便、检测时间短、对环境要求低等优
点，可用于现场检测。 本研究旨在研制与 C-PCR配
套的检测试剂， 并验证其在口岸监测现场甲型流感
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摘要： 目的 评价热对流 PCR 应用于口岸现场甲型流感病毒快速检测的效果。 方法 设计热对流 PCR 的引物和探
针，用于甲型流感病毒的检测。 用甲型和乙型流感病毒毒株和入境发热人员的鼻咽拭子样本验证热对流 PCR 的检测
灵敏度、特异性及稳定性，并与市售商品化实时荧光定量 PCR 试剂比较检测甲型流感病毒的效果。结果 通过对 8 株
甲型流感病毒和 1 株乙型流感病毒毒株进行检测， 热对流 PCR 对 H1、H3 及 H5 亚型的甲型流感病毒毒株的检测下
限为 0.001~0.005HAU，具有较好的检测广谱性，且不与乙型流感病毒发生交叉反应。 对 155 份鼻咽拭子样本进行检
测，和实时荧光定量 PCR 相比，检测灵敏度为 94.74%，特异性为 97.44%，且具有很好的检测稳定性。 结论 热对流
PCR 具有很高的检测灵敏度和特异性，可用于口岸现场的甲型流感病毒快速筛查。
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Abstract： Objective To evaluate the efficiency of convective PCR on rapid detection of influenza A virus at frontier
ports. Methods The convective PCR primers and probe were designed for the detection of influenza A virus.
Influenza A virus strains，influenza B virus strain and nasopharyngeal swabs of entry travelers with fever were used to
analyze the sensitivity，specificity and stability of convective PCR. The detection efficiency of convective PCR was
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病毒快速检测中的应用价值。
1 材料与方法
1.1 试剂与设备 病毒 RNA 提取试剂盒购自瑞士
罗氏公司， 实时荧光定量 PCR检测试剂盒购自上海
之江生物科技股份有限公司 ，Hank’s 液购自美国
Sigma 公司 ，dNTPs、DNA 聚合酶及其缓冲液购自
Takara公司，MMLV逆转录酶购自 TRANSGEN公司。
C-PCR 检测仪及配套检测试纸条由厦门万泰
沧海生物技术有限公司提供，LightCycler480 实时荧
光定量 PCR仪由瑞士罗氏公司生产。
1.2 C-PCR 的检测引物与探针 从 GenBank 下载
各种亚型甲型流感病毒核酸序列， 分析编码 NP 蛋
白基因的保守序列， 利用 Insigt II 软件设计适用于
C-PCR检测的引物和探针（表 1）。
1.3 流感病毒毒株 流感病毒毒株由厦门大学国
家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心赠送，
其中甲型流感病毒 8 株，乙型流感病毒（FluB）1 株
（N697）。甲型流感病毒株分别为 H1N1（N66、N585）、
H1N1 （2009）（N465、N622）、H3N2 （N511、B154）及
H5N1（Yu22、QH15）。
1.4 方法
1.4.1 C-PCR 检测 从流感病毒毒株和鼻咽拭子
样本中提取的 RNA 为模板。 反应体系：10×PCR 缓
冲液 2.5μl，10mmol/L dNTPs 0.5 μl，模板 RNA 5 μl，
上/下游引物（10 μmol/L）及探针（10 μmol/L） 各0.8
μl，DNA 聚合酶 1U，MMLV 逆转录酶 0.5U，用无菌
去离子水补足至 25 μl。 反应条件：上控温度为96℃，
下控温度为 50℃，反应时间为 25 min；结果判读：检
测试纸条上的 C 点和 T 点都出现条带，判断为甲型
流感病毒核酸阳性；检测试纸条上的 C 点（对照线）
出现条带，T 点（检测线）未出现条带，为甲型流感病
毒核酸阴性； 检测试纸条上的 C 点未出现条带，不
论 T 点是否出现条带，均说明实验未成功，需重新
检测。
1.4.2 流感病毒毒株验证 C-PCR 灵敏度 先用血
凝抑制试验[13]确定甲型流感病毒毒株的血凝滴度值
（HAU），再用 20 mmol 磷酸盐缓冲液对病毒株进行
稀释。 取各个稀释度的病毒液各 150 μl，用 C-PCR
进行检测， 获得 C-PCR 检测所能达到的最低 HAU
值 （即检测下限）。 C-PCR 检测乙型流感病毒毒株
时，直接使用原液进行检测。
1.4.3 入境人员鼻咽拭子样本的采集与实时荧光定
量 PCR 检测 在厦门高崎国际机场和厦门国际邮
轮码头对入境旅客进行流感监测。 入境时体温≥
37.5℃或具有其他流感样症状的旅客采集鼻咽拭
子， 保存于 Hank’s 液中。 先用市售实时荧光定量
PCR 进行检测，确定是否含有甲型流感病毒、乙型
流感病毒或不含有流感病毒（即其他样本）。 再用能
区分亚型的实时荧光定量 PCR 试剂盒对甲型流感
病毒阳性样本进行亚型鉴定。
1.4.4 稳定性实验 从不同亚型的甲型流感病毒阳
性样本（鼻咽拭子）中提取 RNA，重复进行 C-PCR
检测，最后用检测试纸条对扩增产物进行显色，通过
显色程度比较检测结果。
2 结 果
2.1 用流感病毒毒株评价 C-PCR 的灵敏度 用
C-PCR 方法检测甲型流感病毒和乙型流感病毒毒
株，对 C-PCR的灵敏度进行评价。结果如表 2 所示。
8 株甲型流感病毒毒株的检测结果均为阳性， 检测
下限为 0.001~0.005 HAU； 乙型流感病毒毒株的检
测结果为阴性。
2.2 用鼻咽拭子样本检测 C-PCR 的灵敏度和特异
性 共采集到入境发热人员的鼻咽拭子样本155
份。 先用市售实时荧光定量 PCR 试剂盒进行检测，
获得甲型流感病毒阳性 38 份，其中 Ct 值≤30 的 29
份，30＜Ct 值≤37 的 6 份，37＜Ct 值≤40 的 3 份 （经
病毒分离培养后做血凝抑制试验确定为阳性样本）；
甲型流感病毒阴性样本 117 份， 其中乙型流感病毒
阳性样本 11 份，其他样本 106 份。再用 C-PCR方法
检测，38 份甲型流感病毒阳性样本中，C-PCR 检出
36 份，灵敏度为 94.74%（36/38）。漏检的 2 份样本的
实时荧光定量 PCR 检测中Ct 值分别为 38.2 和
表 1 C-PCR 检测的引物和探针
引物和探针 序列（5’-3’）
上游引物 GAGRAGHRTTGGCTCTCAHCC
下游引物 TGCARCCATTCATGAGAACGY
探针 TCATGGADTGGETAAAGACAAGDCC
注：H=A/T/C，R=A/G，Y=C/T，D=A/G，E=C/T。
表 2 C-PCR 应用于流感病毒毒株检测的效果
流感亚型 病毒株 检测下限（HAU）
H1N1 N66 0.001
H1N1 N585 0.005
H1N1（2009） N465 0.001
H1N1（2009） N622 0.001
H3N2 N511 0.001
H3N2 B154 0.001
H5N1 Yu22 0.005
H5N1 QH15 0.001
Flu B N697 —
注：“—”表示未检出。
· 157·
中国国境卫生检疫杂志 2017年 6月第 40卷第 3期 Chinese Frontier Health Quarantine Jun.2017，Vol 40，No.3
39.1，均属于弱阳性。 117 份甲型流感病毒阴性样本
中，C-PCR 检测阴性的有 114 份，特异性为 97.44%
（114/117）。未发现甲型和乙型流感病毒交叉错检的
情况。提示 C-PCR不仅具有很好的检测灵敏度和特
异性， 也可以很好地区分甲型流感病毒和乙型流感
病毒。
2.3 稳定性实验 对 2.2 中经实时荧光定量PCR
检测为甲型流感病毒阳性的 38 份样本进行亚型鉴
定，获得 H1N1（2009）、H1N1、H3N2 各 1 份，再取 1
份乙型流感病毒阳性样本作为阴性对照， 用于评价
C-PCR 的稳定性。 如图 1 所示，泳道 1～7 的 T 点均
有显色，且显色效果均匀，说明 C-PCR 方法应用于
3 种不同亚型的甲型流感病毒检测的重复性好。 对
乙型流感病毒本的检测为阴性。
3 讨 论
目前应用于口岸监测现场的流感快速检测方
法主要有胶体金法、 免疫渗滤法等免疫学方法，这
些方法优缺点都比较明确，可用于筛查，但不能用
于确诊 [13-14]。 传统的 PCR（包括实时荧光定量 PCR）
检测可用于流感的确诊，但是不适合口岸现场检测。
近年来发展起来的等温扩增技术 （如环介导等温扩
增技术）仅需等温条件（如 65℃）就可完成扩增，检测
速度明显快于传统 PCR法，操作也比较简便，目前已
经在部分口岸推广应用。 但是该技术一般需要多套
酶协同作用，引物设计也比较复杂，普通操作人员难
于根据实际需求开发出配套的试剂。 C-PCR技术是
基于热循环开发的一种检测技术，其检测引物、探针
与传统的 PCR检测引物基本类似， 具有分子生物学
背景的人员可通过软件自行设计引物和探针， 从而
达到随时拓展检测项目的目的。此外，C-PCR检测系
统还具有几个优点：设备体积小（单通道检测的设备
相当于易拉罐大小），可随带随检；可用锂电池作电
源；检测速度快，一般不超过 25 min，与胶体金法基
本相似；操作简单，一般卫生检疫工作人员经过简单
培训就可独自操作； 对环境要求低。 本研究选择 C-
PCR检测方法进行评价， 旨在为口岸传染病监测提
供一种新的思路。
本研究用流感病毒毒株检测 C-PCR的灵敏度，
能够检出 H1、H3、H5等亚型的流感病毒毒株， 且不
受乙型流感病毒的影响， 说明该方法具有较好的特
异性。但是受样本量的限制，本研究未能考核 C-PCR
方法在其他亚型甲型流感病毒（如 H7、H9等）的检测
效果，在以后的工作中，将尽可能收集样本补充实验。
在比较 C-PCR与实时荧光定量 PCR的实验中，
用入境发热人员的鼻咽拭子样本进行检测有 2 个目
的：一是考核 C-PCR 的检测效能；二是考核 C-PCR
在口岸现场应用的价值。 从实验结果可以看出，C-
PCR与实时荧光定量 PCR检出符合率较高， 除了 2
份弱阳性样本（Ct 值>37，在实时荧光定量 PCR 中可
判为阴性）外，C-PCR对阳性样本的检出率为 100%。
在阴性样本检测中，C-PCR错检 3份标本，错检率为
2.56%，在口岸流感筛查中，一定比例的错检可通过
后期的实验室确认工作得到纠正。
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